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j) Verfahren und Apparatur zur elektrokinetischen Ultrafiltration von Makromolekiilen 

Die Erf indung betrifft ein Verfahren und eine Apparatur 2ur 
Fraktionierung von Gemischen aus elektrisch geladenen 
Makromolekulen verschiedener GroBe aus flussigen Gemi- 
schen, die z. B. die Proteinfraktionierung- und -anreicherung 
aus biologischen Flussigkeiten gestattet. Der Erfindung liegt 
die Aufgabe zugrunde, die Fraktionierung elektrisch gela- 
dener Molekule mit Hilfe einer Kombination von Freier Elek- 
trophorese und Ultrafiltration zu erreichen, wobei die Anzahl 
der Fraktionen und die GroBe der Molekule zu einer jeweils 
angepaBten Konf iguration der Apparatur fuhren sollen. Das 
Wesen der Erfindung besteht darin, daB eine Kolonne ther- 
mostatisierter Kammern durch Ultrafiltrationsmembranen 
voneinander getrennt, von einem elektrischen Gleichstrom 
durchflossen wird, wodurch sich die Membranen mit den 
Fraktionen belegen. Durch Umkehr der Polaritat des elektri- 
schen Feldes werden die Molekule von den Membranen 
abgeldst und konnen dann aus den Kammern problemlos iso- 
liert werden. 

Mogliche Einsatzgebiete der Erfindung sind die Vorfraktio- 
nierung von Enzymaktivitaten, die Gewinnung groBer Pro- 
teinmengen fur biotechnologische Zwecke, die Gewinnung 
von Enzymen alsTherapeutika und andere. 
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Patentanspriiche kennzeichnet dadurch, daB die Kammer (Q zur 
kontnuierlichen SpOlung mit PufferlOsung mit ei- 

1. Verfahren zur elektroklnetischen Ultrafiltration nem externen VorratsgefaB in Verbindung steht 
von MakromolekQlen durch Kombination von 

Freier Elektrophorese und Ultrafiltration gekenn- 5 Beschreibung 
zeichnet dadurch, daB ein Molekfilgemisch beim 

durch ein elektrisches Gleichfeld bewirkten Durch- Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Appa- 

gang durch ein System von Ultrafiltrationsmem- ratur zur elektrokinetischen Ultrafiltration von Makro- 

branen gestaffelter PorengrSBe in Fraktionen ge- molekfilen und erlaubt die Fraktionierung von Makro- 
trenntwird. 10 molekOlgemischen durch eine Kombination von Freier 

2. Verfahren nach Anspruch 1 gekennzeichnet da- Elektrophorese und Ultrafiltration. 

durch, daB fur die Durchfflhrung der Fraktionie- Aus der Entwicklung der Biotechnologie und moder- 

rung eine Primar-Kammer (a) mit dem Molekfilge- nen Forschung ergibt sich in zunehmenden MaBe der 

misch und die Kammern (B) und (C) mit Pufferld- Bedarf an Apparaten zur leistungsfahigen Isolierung 
sung gefflllt werden. 15 biologisch aktiver Proteine fur folgende Einsatzgebiete: 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2 gekenn- — Vorfraktionierung zur weiteren Hochreinigung 
zeichnet dadurch, daB alle Kammern in Parallelbe- und Charakterisierung von Enzymaktivitaten (biochem. 
trieb an einen Thermostaten angeschlossen wer- Grundlagenforschung) 

den. _ Gewinnung groBer Proteinmengen fiir biotechno- 

4. Verfahren nach den Anspflrchen 2 und 3 gekenn- 20 logische Zwecke: 

zeichnet dadurch, daB nach Fullung der Kammern — Enzyme fiir die Tragerfixierung 

an die Elektroden 4 eine elektrische Gleichspan- — Ectoenzyme aus mikrobiellen Kulturen zum Ab- 

nungangelegtwird. bau von Zellstrukturen (Zellwandabbau-Protoplastie- 

5. Verfahren nach den Ansprflchen 2 bis 4 gekenn- rung, Proteinbereitstellung) 

zeichnet daurch, daB nach Eintreten der Strom- 25 — Enzyme aus Zellhomogenaten (z. B. pflanzliche 

bzw. Spannungssattigung vor der Entleerung der Zellkulturen) fur die Biotransformation organischer 

Kammer B, die an den Elektroden 4 anliegende Stoffezu Arzneimitteln 

Gleichspannungkurzzeitigumgepoltwird. — Enzyme fur die Feinchemikalienbereitstellung 

6. Verfahren nach den Anspruchen 2 bis 5 gekenn- (z. B. aus Recomaten) 

zeichnet dadurch, daB die Entleerung der Kam- 30 — Ausgwahlte biotechnologische Einsatzgebiete: 

mem in Abhangigkeit von der Einstellung eines StSrkeverarbeitung, Bauindustrie, Textilindustrie (Amy- 

spezifischen Potentialverlaufs innerhalb einzelner Iasen), Waschmittel, Kaseprodukte, Lederindustrie 

Kammern steuerbar ist (Proteasen), Frucht- und Gemusesaftproduktion (Pekti- 

7. Apparatur zur Durchfflhrung des Verfahrens nasen, Amylasen), Backwarenherstellung (Amylasen, 
nach Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch, daB eine 35 Proteasen) u a. 

variable Anzahl von thermostatisierbaren Kam- — Fleischaufbereitung 

mern (ABQ durch Ultrafiltrationsmembranen (1) — Gewinnung von Enzymen als Therapeutika, z. B. 

voneinander getrennt hintereinander vertikal oder Applikation zur verbesserten Arzneimittelresorption; 

horizontal eine Kolonne bildend, angeordnet sind Kompensation der Insuffienz bestimmter Organfunk- 
und mit einer elektrischen Gleichspannungsquelle 40 tionen;BehandlungvonErkrankungen 

in Verbindung stehen. - Vorreinigung von Proteinen fur immunologische 

8. Apparatur nach Anspruch 7 gekennzeichnet da- Untersuchungen (z. B. in der Differentialdiagnostik 
durch, daB jede Kammer (A, B, Q doppelwandig ist - Abtrennung von Proteinen aus biotechnologischen 
und je einen Zu- und AbfluB fiir Kuhlflussigkeit und "Abwassern", z. B. aus der Antibiotika-Produktion; Pa- 
fur den eigentlichen Kammerinhalt besitzt 45 pierherstellungu.a. 

9. Apparatur nach Anspruch 7 gekennzeichnet da- — Der Apparat ist grundsatzlich auch zur Fraktionie- 
durch, daB die Kammern (B) und (C) mit Membra- rung anderer Makromolekflle, wie Muco-Polyeacchari- 
nen (1) geeigneter PorengrOBe mit Hilf e geeigneter de und Nukleinsauren geeignet 
Kupplungsmechanismenausgerustetsind Es sind verschiedene Verfahren der elektrophoreti- 

10. Apparatur nach Anspruch 7 gekennzeichnet da- 50 schen Trennung von Polyelektrolyten bekannt Dabei 
durch, daB die Kammern (A) und (Q mit je einer wird die elektrophoretische Beweglichkeit der Proteine 
Elektrode (4) geeigneter geometrischer Gestalt ftir genutzt, die von der GroBe der Molekulladung sowie 
das Anlegen einer moglichst homogenen Gleich- von der GroBe und Form der einzelnen Teilchen ab- 
spannungausgerQstetsind. hangt Dariiber hinaus beeinflussen auch die Eigen- 

1 1. Apparatur nach den Anspruchen 7 bis 9 gekenn- 55 schaften des Tragermediums die Wanderungsgeschwin- 
zeichnet dadurch, daB die Kammern (B) je eine in digkeit 

radialer Richtung durch die Kammerwande gefiihr- Bei der Freien Elektrophorese bewegen sich kolloidal 

teMeBelektrode(5)besitzen. geldste Teilchen in der Untersuchungsldsung unter 

1Z Apparatur nach den Ansprflchen 7 bis 11 ge- elektrischer Feldwirkung. Dementsprechend sind die je- 

kennzeichnet dadurch, daB die Kolonne durch ge- eo weils verwendeten Gerate sowie der Ablauf der elek- 

eignete Verbindung der fur die jeweils benotigte trokinetischen Vorgange voneinander verschieden. Ty- 

AnzahlvonEinzelkammern(B)aufgebautist pische Beispiele sind Patente zur Ablenkungselektro- 

13. Apparatur nach den Anspruchen 7 bis 12 ge- phorese (US-PS 40 61 560, DE-PS 15 98 109, 16 98 181). 
kennzeichnet dadurch, daB die Kammern (B) und Fflr die Ultrafiltration von MakromolekUlen stehen 
(Q mit Membranen (1) ausgerustet sind, die in der 65 verschiedene kommerziell angebotene Gerate zur Ver- 
Kolonne nach abnehmender PorengrdBe angeord- fugung, die die Abtrennung von Biopolymeren unter 
net sind. Druck ttber Filtermembranen erlauben. 

14. Apparatur nach den Ansprflchen 7 bis 13 ge- Effektive Moglichkeiten zur Entsalzung von Proteinen 
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schafft die Elektrodialyse, wobei Ionenaustauscher- 
membranen, teilweise in Kombination mit elektroneu- 
tralen Ultrafiltrationsmembranen, verwendet werden, 
deren Widerstande die Wirtschaftlichkeit der Kammern 
bestimmen. Die bekannten technischen Losimgen erlau- 
ben lediglich eine Grobfraktionierung von groBen (Pro- 
teinen) und kleinen (anorgan. Ionen) elektrischen La- 
dungstragern. 

In dem US-PS 28 01 962 und 30 70 318 wird eine Pro- 
teinanreicherung durch dialytisch parallel geschaitete 
Kammern erreicht, wobei die angelegte Gleichspan- 
nung lediglich die Trennung beschleunigt Der Grad der 
Konzentration ist kontinuierlich schwer verfolgbar. 
Es ist sehr zweifelhaft, ob die Apparatur einen kontinu- 
ierlichen Langzeitbetrieb erlaubt. Die verwendeten Pa- 
pierfilter bzw. Dialysemembranen verstopfen sehr 
schnell. In den Patenten werden keine Reinigungsmog- 
lichkeiten beschrieben. Die Apparaturen erlauben keine 
Auf trennung von Molektilen unterschiedlicher GroBe. 

In der US-PS 38 44 926 wird ein Elektrodialysator mit 
rotierender AuBenkammer und zahlreichen Kammern 
urn die Mittelachse des zylindrischen GerStes beschrie- 
ben, der Enzymmixturen entsalzt 

Neuere technische Losungen ordnen mehrere Trenn- 
kammern mit Dialysemembranen an, wobei das elektri- 
sche Feld senkrecht zum Fliissigkeitsstrom angelegt 
wird (US-PS 4043 895; 4123342; 42 76140; EP 
0029540). 

Die technische Losung im Patent JP 59 26 105 bein- 
haltet in einem Gleichspannungsfeld ein System aus auf- 
einanderfolgenden Kammer, die durch vergleichsweise 
dicke Gelmembranen voneinander getrennt sind. Eine 
Fraktionierung nach MolekQlgrdBe ist nicht moglich. 
Die Gelmembranen zeigen hohe Adsorption fur die zu 
trennenden MolekUle und damit ist mit hohem Verlust 
des Trenngutes zu rechnen. Durch aufwendige laufende 
Spaiung der Einzelkammern muB in den Einzelkam- 
mern ein fur das ampholytische Verhalten der MolekUle 
diffizieles Ionenmilieu geschaffen werden. Die Puffer- 
tr6ge enthalten Ldsungen unterschiedlicher pH-Werte. 

In der DE-PS 33 37 669 (Biotrap) wird ein Elektro- 
konzentrator beschrieben, der in vorhandene Elektro- 
phoreseapparaturen eingesetzt werden muB. Das Ma- 
kromolektilgemisch wird bei Passage durch nur ein 
Membran nicht fraktioniert Das in DE-PS 33 37 668 
beschriebene Verfahren beschreibt lediglich eine Elu- 
nierung von Gemischen aus Gelen, nicht aber eine Frak- 
tionierung. 

Ziel der Erfindung ist es, eine Apparatur zu realisie- 
ren, die die Fraktionierung elektrisch geladener Makro- 
molekiile aus flOssigen Gemischen, z. B. die Proteinfrak- 
tionierung und -anreicherung aus biologischen Fltissig- 
keiten, gestatteL 

Der Ablauf der Fraktionierung soli diskontinuierlich be- 
liebig oft wiederholbar und automatisierungsfahig sein, 
so daB sowohl analytische wie biotechnologische Aufga- 
ben erfullt werden konnen. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die Frak- 
tionierung elektrisch geladener Makromolektile mit Hil- 
fe einer Kombination von Freier Elektfophorese und 
Ultrafiltration zu erreichen, wobei die Anzahl der Frak- 
tionen und die Gr6Be der MolekUle zu einer jeweils 
angepaBten Konfiguration der Apparatur ftihren sollen. 

Weiterhin sollen durch geeigneten Aufbau der Appa- 
ratur und die Wahl des Regimes der auBeren Parameter 65 
eine oftmalige Wiederholung des Fraktionierungspro- 
zesses mdglich und dartiber hinaus nur ein minimaler 
Anteil von VerschleiBteilen Bestandteil der Apparatur 



sein. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgab dadurch gelost, 
daB eine Kolonne von thermostatisierten Kammern ge- 
bildet wird, deren jede durch eine auswechselbare Ul- 
5 trafiltrationsmembran einseitig abgeschlossen ist Die 
Ausrustung der aneinanderzureihenden Kammern er- 
folgt in Anpassung an die jeweils zu fraktionierenden 
Molekule mit Membranen entsprechend gestaffelter 
PorengroBe. Je nach Aufgabenstellung (z. B. Aufkon- 
10 zentrieren) werden Kammern gleicher und/oder unter- 
schiedlicher Volumina eingesetzt Am Anfang und ani 
Ende der Kolonne befinden sich je eine Kammer mit 
einer Elektrode zur Erzeugung eines elektrischen Fel- 
des iiber die gesamte Lange der Kolonne. 
15 Jede der Kammern besitzt einen separaten Zu- und 
AbfluB und eine separate Thermostatisierung, so daB 
die Kolonne aus einer variablen Anzahl von Kammern 
nach dem Baukastenprinzip zusammengesetzt werden 
kann. 

20 In Funktion werden die einzelnen Kammern im Paral- 
lelbetrieb an einen Thermostaten angeschlossen, alle 
Kammern auBer der ersten werden mit Pufferlosung 
gefullt und die erste Kammer wird mit dem zu fraktio- 
nierenden Gemisch beschickt Nachdem die Kolonne 
25 auf diese Weise betriebsbereit ist, wird an die Elektro- 
den der ersten und letzten Kammer eine elektrische 
Gleichspannung so angelegt, daB die Makromolektile 
des Gemischs in Richtung Kolonne zu wandern begin- 
nen. Beim Durchlaufen der Kolonne treffen die Molekti- 
30 Ie auf das nach abnehmender PorengrdBe gestaffelte 
System der Ultrafiltrationsmembranen und belegen die- 
se als Fraktion in der Reihenfolge abnehmender Mole- 
ktilgrdBen. 

Die Folgekammern nach der Primarkammer konnen 
35 durch kontinuierliche Beschickung der Primarkammer 
bis auf ein optimales MaB mit Fraktionen gefullt wer- 
den, dabei tritt die aus der Drucktechnik bekannte Kon- 
zentrationspolarisation nicht auf. 
Wenn im zu fraktionierenden Gemisch Salzionen ent- 
40 halten sind, wandern diese je nach Polaritat im Sinne der 
Elektrodialyse in die Endkammer und konnen dort ge- 
gebenenfalls kontinuierlich oder zyklisch ausgespult 
werden. Weiterhin entstehen in der Primarkammer und 
in der Endkammer Elektrolysegase, fiir deren Abtrans- 
45 port bei der konstruktiven Losung gesorgt werden muB 
(im Ausf tihrungsbeispiel nicht dargestellt). 

Wenn die Fraktionierung vollstfindig stattgefunden 
hat, was am Erreichen eines Sattigungswertes der Elek- 
trodenspannung bei Konstantstrombetrieb bzw. des 
so Elektrodenstromes bei Konstantleitstungsbetrieb oder 
an der Einstellung eines spezifischen Potentialverlaufs 
innerhalb einzelner Kammern erkennbar ist werden die 
Kammern entleert, wobei auch durch Umpolung des 
elektrischen Feldes die f raktionierten Molekule von den 
55 Membranen abgelost werden kdnnen. 

Danach kann der geschilderte Vorgang von vorn begin- 
nen. Gegebenenfalls laBt sich der gesamte periodische 
Ablauf automatisieren. 

Fur die kontrollierende Messung ist jede einzelne Kam- 
60 mer mit einer MeBelektrode ausgeriistet 

Die Erfindung soli nachstehend an einem Ausfiih- 
rungsbeispiel naher erlautert werden. 

Fig. 1 zeigt die Kolonne fur die fraktionierende elek- 
trokinetische Ultrafiltration schematisch. Die einzelnen 
Kammern sind durch Ultrafiltrationsmembranen t ge- 
staffelter PorengroBe getrennt Jede der Kammern stellt 
ein zylindrisches DoppelmatelgefaB dar. Zwischen au- 
Berer Wandung 2 und innerer Wandung 3 befindet sich 
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das Volumen mit Zu- und AbfluBstutzen fur den Durch- 
lauf der Thermostat-Flflssigkeit, wobei alle Kammern 
parallel geschaltet sind. 

Alle Kammern besitzen weiterhin einen Zu- und Ab- 
fluBstutzen zum Innenraum, wobei der Kammer A mit 5 
dem zu fraktionierenden Primar-Gemisch, die Kam- 
mern B und C mit Pufferldsung gefiillt werden. Nach 
Beendigung der Fraktionierung verlassen die Kammer 
A ein sekundares, d. h. das urn die Fraktion reduzierte 
Primargemisch, die Kammern B die Fraktionen 1, 2 . . . n 10 
und die Kammer Cein Rest-Gemisch von Puffer und 
Molekiilen, die alle Membranen durchlaufen haben. Die 
Kammern A und Csind mit internen Elektroden 4 ge- 
eigneter geometrischer Gestalt fur das Anlegen eines 
mOglichst homogenen elektrischen Feldes an die Kolon- 15 
ne ausgeriistet Die Kammern B besitzen je eine Elek- 
trode 5 fiir die Messung des elektrischen Kammerpo- 
tentials. 

Fig. 2 zeigt die Kammern A, B und Cim Schnitt Die 
Verbindung der Kammern untereinander geschieht 20 
durch Schraubengewinde und zwischengelegte Dicht- 
ringe 6. Die Ultrafiltrationsmembranen 1 werden durch 
Schraubenringe 7 auf die Dichtflache des Kammerober- 
teils 8 gepreBt und sind somit leicht auswechselbar. 
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